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ONSOz

Erken teshis ve tedavideki yeni gelismelere ragmen, kanser hala 6lum nedeni
olarak ilk siralardaki yerini son 20 yildan beri korumaktadir. Bu yluzden hastaligi
onlemek icin kanser olusumunda buyuk pay sahibi olan sigara, alkol ve diyet gibi
faktorler son yillarda daha sik g6z 6nunde bulundurulmaya baslanmistir. Akrilamid
insanlarin hem sigara ile hem de diyetle maruz kaldiklari, son yillarda 6nemi ¢ok
artan karsinojenik bir kimyasaldir.

Bu kimyasal, boya, kozmetik ve diger bircok sanayide siklikla kullaniimaktadir.
Ayrica, yuksek i1sida pisirilmis bol karbonhidrath gidalarda olustugundan ve sigara
dumaninda bulundugundan dolay! insanlarin kolaylikla maruz kalabilecekleri bir
kimyasaldir. Akrilamid sitokrom P450’ye bagimli monooksijenaz enzimlerinin bir
izozimi olan P4502E1 tarafindan metabolize edilerek mutajenik, genotoksik, reaktif
bir Gran olan gliseamid’e gevrilir. Ancak, akrilamidin birgok ksenobiyotigin ve endojen
maddelerin metabolizmasinda rol  oynayan  sitokrom P450'ye  bagl
Onkarsinojen/karsinojen metabolizmasina olan etkilerini arastiran ¢alismalar sinirli
sayidadir. insan karaciger hiicre kiltiriinde ise boyle bir ¢alismaya literatiirde
rastlanmamigtir. Cesitli alanlarda yaygin kullanimi, bazi udrinlerin yapisinda
bulunmasi, yuksek miktarda nigsasta iceren gidalarin kizartilmasi sonucu kolayca
olusmasi ve vdcuttaki metabolizmasi sonucu olusan metabolitinin norotoksik,
reproduktif toksik ve karsinojenik ozellikleri akrilamidi insan saglhigi agisindan énemli
yapmaktadir. Tum bunlarin 1s1ginda, bu ¢alisma, akrilamidin insan karaciger hicre
dizisinde sitokrom P450’ye bagiml ilaglari metabolize eden bazi enzimler Uzerine
olan etkisinin incelenmesi amaciyla yapilimistir.

Bu amagla iki degisik konsantrasyonda akrilamidin insan karaciger hucrelerinde
(HepG2) sitokrom P450 bagimli ilaglari metabolize eden enzimlerin izoformlarindan
olan CYP1A1, CYP1A2, CYP2E1 ve CYP3A4 enzimleri Uzerine etkileri arastiriimigtir.
Bu izozimlerin substratlari kullanilarak enzim aktiviteleri belirlenmigtir. Ayrica
akrilamidin bu izozimlerin protein ve transkript dizeylerine olan etkisi tespit edilerek
olasl transkripsiyonel vel/veya translasyonel mekanizmalari hakkinda da bilgi
edinilmistir. Elde edilen bulgular, CYP1A1, CYP1A2 ve CYP2E1 izozimlerin akrilamid
uygulamasi sonucunda anlamli derecede arttigini, CYP3A4’Un ise azaldidini
gostermigtir. Bu izozimlerin akrilamidle degismesi sonucunda, bu kimyasala maruz



kalan insanlarda kanser olugsum riski, klinik toksisite ve ilaglarin metabolizmasinda
bozulmalar artabilir.
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(PAUBAP) Baslangic Seviyesi Arastirma projesi olarak sundugumuz bu c¢alisma
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Akrilamidin ins_an Karaciger Hiicre Dizindeki (HepG2) Sitokrom P450’ye Bagimh
llaglar1 Metabolize Eden Enzimler Uzerine Etkileri.

Endustrilesmenin gelismesiyle birlikte ¢evreye her yil binlerce cesit kimyasal madde
atilmaktadir. Buna ilave olarak, teknolojinin ilerlemesi ve tip alanindaki gelismelerle birlikte
her gin yeni bir ilag cesitli hastaliklarin tedavisi amaciyla uretilmektedir. Bunun sonucu
olarak, dinyamizdaki canllar ve 6zellikle insanlar, birgogu toksik olan bu bilesiklere ve
kimyasallara maruz kalmaktadirlar. Bu kimyasallardan en énemlilerinden biri akrilamidtir.
Akrilamid birgok endstride siklikla kullanilan, nérotoksik, reprodiiktif toksik ve karsinojenik
bir kimyasaldir. Akrilamid ayni zamanda ylksek isida pisiriimis karbohidratli gidalarda
olustug@u icin insanlarin kolaylikla diyetlerinde maruz kalabilecekleri bir kimyasaldir.

Calismalar akrilamidin mutajenik, genotoksik, reaktif bir Griin olan glisidamide, sitokrom
P450’ye bagimli monooksijenaz enzimlerinin izozimlerinden P4502E1 (CYP2E1) tarafindan
donusturulduguni gostermis ve bu metabolik yol akrilamidin neden oldugu karsinojenisite ile
iliskilendirilmistir. Ancak, akrilamidin CYP2E1 enzimi ve diger P450'ye bagh sitokrom
onkarsinojen/karsinojen metabolizmasina olan etkilerini arastiran calismalar sinirli sayidadir.
insan karaciger hiicre kiiltirinde ise boyle bir calismaya literatirde rastlanmamistir. Cesitli
alanlarda yaygin kullanimi, bazi Grlnlerin yapisinda bulunmasi ve vucuttaki metabolizmasi
sonucu olusan metabolitinin karsinojenik olmasi, akrilamidi insan saghgd: acisindan énemili
yapmaktadir. Bu nedenle, bu calismanin amaci, akrilamidin P450’ye bagdimh ilaglari
metabolize eden bazi enzimler Gzerine olan etkisinin insan karaciger kanser hicre dizisinde
(HepG2) aydinlatimasidir. Bu amagla; degisik konsantrasyonlarda akrilamid kullanilarak
akrilamidin sitotoksik etkisi HepG2 hicre hattinda saptandi. Elde edilen sitotoksisite
sonuglara goére, 1.25 mM ve 2.5 mM akrilamid konsantrasyonu secilerek, sitokrom P450
izozimlerinin nasil etkilendigi belirlendi. iki farkli konsantrasyonda akrilamid uygulanmasi,
CYP1A1 ve CYP1A2’ ye bagl etoksiresorufin O-deetilaz ve metoksiresorufin O-demetilaz
aktiviteleri ile bu izozimlerin protein ve mRNA seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli bir
artisa sebep oldu. (p<0.05). Benzer sekilde, CYP2E1 bagl anilin 4-hidroksilaz aktivitesi ile
protein ve mRNA seviyeleri akrilamid uygulanmasi sonucunda arttigi bulundu. Bunlarin
aksine, CYP3A4’e bagli eritromisin N-demetilaz aktivitesi ve protein seviyesi her iki
konsantrasyonda herhangi bir degisiklige sebep olmazken, ayni izozimin mRNA seviyesi
konsantrasyona bagimli bir sekilde azalmigtir. Bu veriler i1siginda, sitokrom P450
izozimlerinin akrilamid uygulamasi ile hem aktivite, hem de protein ve mRNA seviyelerinin
degismesi sonucunda, bu kimyasala maruz kalan insanlarda kanser olusum riski, Klinik
toksisite ve ilag metabolizmasinda bozukluklarin gériime olasiligi artabilir.



ABSTRACT

Effects of Acrylamide on Cytohrome P450 Dependent Drug metabolizing
Enzymes in Human Liver Cell Line (HepG2).

In each year, thousands of different chemicals are released into environment with
industrial development. In addition to this, in each day, a new drug is produced for treatment
of various diseases in parallel to the technological improvement and medicinal development.
In consequence of this, organisms in earth, especially humans, are exposed to the these
mostly toxic chemicals. One of the most important chemical among these chemicals is
acrylamide. Acrylamide is one of the most widely used chemical in various industrial sites
with its known neurotoxic, reproductive toxin and carcinogenic effects. Humans are exposed
to acrylamide simply in their diet due to formation of acrylamide in carbohydrate rich foods
cooked at higher temperatures.

Studies have demonstrated that acrylamide is metabolized to mutagenic, genotoxic and
carcinogenic metabolite, glycidamide by P4502E1 (CYP2E1), one of the isozyme of
cytochrome P450 dependent monooxygenase enzymes, and the carcinogenicity associated
with acrylamide is mostly attributed to this metabolism. However, studies regarding the
effects of acrylamide on CYP2E1 enzyme and on other cytochrome P450 dependent
procarcinogen/carcinogen metabolism are limited. There are no available studies related to
the effects of acrylamide on this system in human liver cell culture in literature. Due to its
wide usage, presence of in some products, and its carcinogenic metabolite formed as a
result of metabolism in body, acrylamide is turned out to be very important for human health.
In this regard, the aim of this study is to elucidate the effects of acrylamide on cytochrome
P450 dependent drug metabolizing enzymes in human hepatoma cell line (HepG2). For this
purpose, cytotoxic effect of acrylamide was determined in HepG2 cell line by using various
concentrations of this chemical. The effects of acrylamide on cytochrome P450 isozymes
were determined by choosing 1.25mM and 2.5mM acrylamide concentration according to the
cytotoxicity results. Acrylamide treatment in two different concentrations was caused
statistically significant increase in CYP1A1 and CYP1A2 associated ethoxyresorufine O-
deethylase and methoxyresorufine O-demethylase activities and protein and mRNA levels of
these isozymes (p<0.05). Similarly, it was found that CYP2E1 associated aniline 4-
hydroxylase activity and protein and mRNA levels increased by acrylamide treatment. On the
other hand, although CYP3A4 associated erytromycin N-demethylase activity and CYPA4
protein level was not changed significantly, the mRNA level of this isozyme was decreased in
concentration dependent manner. In the light of these data, in acrylamide exposed people,
the probability of cancer formation risk, clinical toxicity and disturbance in drug metabolism
may be increased due to changes in P450 izozymes at both activity and protein and mRNA
levels by acrylamide treatment.
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1. GIRIS

Akrilamid 2-propenoamid, etilen karboksamid, akrilik asit amid olarakta
bilinen doymamis ¢ift bag iceren bir amiddir (Sekil 1.1). Sivi halde iken beyaz bir
kristal gibi gorulen, kokusuz ve suda, alkolde ve asetonda yuksek ¢ozunurlige sahip
bir kimyasaldir. Erime sicakligi 84,5°C ve kaynama sicakhgi (25 mm Hg) 125 °C dir.

Cr

CH C NH,

CH,

Sekil 1.1. Akrilamidin kimyasal yapisi

Akrilamid ve polimerleri boya, kozmetik, gida, insaat ve diger bircok sanayide
siklikla kullaniimaktadir. Ayrica akrilamid polimeri, igme ve atik sularinin
iyilestiriimesinde,  partikllleri ve diger katisik maddeleri temizlemede, kagit
uretiminde kullaniimaktadir (Friedman, 2003; Exon, 2006). Bunlarin yani sira,
yuksek 1sida pisirilmis bol karbonhidrath gidalarda olustugu ve sigara dumaninda
bulundugu icin insanlarin kolaylikla maruz kaldiklari bir kimyasaldir (Smith, 1999;
Rosen ve Helenas 2002; Tareke ve ark., 2008). Akrilamid yuksek sicakliklarda
pisiriimis veya islem gormuUs nisasta ve asparajin bakimindan zengin olan bazi
gidalarda (patates ve misir gevregi, patates kizartma, tost edilmis ekmek,
biskuvi, kraker, cips) Millard reaksiyonu sonucunda olugmaktadir (Mottram ve ark.,
2002; Stadler ve ark., 2002). Gidalarda olusan akrilamid miktari ylksek sicaklikta
bekleme suresi, pH, sicaklik, indirgeyici seker miktar ile artmaktadir (Zhang and
Zhang, 2007). Akrilamid solunum yoluyla, dermal olarak ve sindirim yoluyla viicuda
alinmaktadir. Kan ve diger vucut sivilariyla tim viucuda dagiimaktadir. Ayni zamanda
bu kimyasal kan-beyin bariyerini ve plazental bariyerleri kolaylikla gegebilmektedir
(Schettgen ve ark., 2002; Sorgel ve ark., 2002; Friedman, 2003; LoPachin, 2004).
Son yillarda yapilan calismalar akrilamidin vicutta iki degisik yolla metabolize
edildigini goOstermistir:  Bunlardan baskin olani akrilamidin karaciger P450
enzimlerinden CYP2E1 tarafindan epoksit formu olan glisidamide donustigu
metabolik yoldur. (Sumner ve ark., 1999; Adler ve ark., 2000; Ghanayem ve ark.,
2000). Diger yol ise akrilamidin GSH ile konjugasyonundan meydana gelmektedir
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(Sumner ve ark., 1997, 1999; Ghanayem ve ark., 2005a; Kruyebashi ve Ohno,

2006). Bu yol akrilamidin toksik ozelliklerini azaltan yoldur. Akrilamid metabolizmasi
sekil 1.2’de gdsterilmektedir.

0 o 0 OH
\)k CYP2EI T </ Epoksit Hidrolaz_ H
NH, NH, H,N OH
Akrilamid Glisidamid
IG ST GST GST
SG
o SG 0 SG
Y\/ Y\( 0 oH
NH, NH, OH
NH,
. Izomerik Glutatyon Adduct
Transpeptidaz
1) Transpeptidaz
0 S-Cys-Gly 2) Glutatyonaz
3) Asetil Coenzim A
NH, OH
o}
O (0}
Glutatyonaz HO Oy NH2 N NH,
S ﬁ HN\\\ S
<
N OH OH
S-Cys-NH, >: 0 (e}
N-aktil S-(2-karbomil-2-hidroksietil) sistein N-aktil S-(1-karbomil-2-hidroksietil) sistein
NH,
Asetil Coenzim A
o}
/KEH
s : (OH

NH 2 O

N-Asetil-S-(Karbomiletil)sistein

Sekil 1.2. Akrilamid metabolizmasi (Fennell ve ark., 2005’ten alinmigtir).

13



Yukarida belirtildigi Gzere akrilamid sitokrom P450’ye bagimli monooksijenaz
enzimlerinin bir izozimi olan P4502E1 tarafindan metabolize edilerek reaktif bir Grin
olan glisidamid’e gevrilir ve bu metabolik yol akrilamidin neden oldugu karsinojenisite
ile iliskilendirilmistir (Sumner ve ark., 1999; Adler ve ark., 2000; Ghanayem ve ark.,
2000). Bu urin bir epoksit olup DNA ve proteinlerle kolaylikla reaksiyona girer ve
sonunda mutajenik bir etki gosterir (Adler ve ark., 2000; Yousef ve El-Demerdash,
2006). Bunun sonucunda fare ve sigan gibi deney hayvanlarinda akciger, testis,
tiroid bezi, rahim, gégus gibi birgok bodlgesinde kansere sebep olmaktadir. (Johnson
ve ark., 1986; Friedman, 1995; Klaunig, 2008; Parzefall, 2008). Akrilamidin
karsinogenik etkisinin yaninda norotoksik ve reproduktif toksik Ozellikleri de
bilinmektedir. Bu kimyasal insanlarda ve deney hayvanlarinda ataksi, iskelet kasi
zayifliklari, ellerde ve ayaklarda uyusukluk ile karakterize edilen norotoksik etki
gOstermektedir (Edwards and Parker, 1977; Hagmar, 2001; LoPachin ve ark., 2002;
LoPachin, 2004). Norotoksik etkilerinin yani sira reproduktif toksik 6zellikleride sigan
ve farelerde calisiimistir (Adler ve ark., 2000; Tyl ve ark., 2000; Tyl ve Friedman,
2003; Ghanayem 2005b). Yavru buyukligunde azalma, sperm sayisinda azalma,
normal olmayan sperm, cifttesme sayisinda azalma gibi birgcok 6zellikle karakterize
edilen reproduktif toksisiteye neden olmaktadir (Friedman, 2003).

Sitokrom P450 monooksijenaz enzim sistemi; steroidler, yagd asitleri,
prostoglandinler, I0kotrienler ve daha birgcok dogal bilesiklerin oldugu kadar
karsinojenlerin, mutajenlerin ve ilaglarin oksidatif metabolizmasina katilan
‘hemtiyolat’ yapisinda protein enzimlerden olusur. Genellikle, ¢ok bileskenli elektron
transport zincirlerinde terminal oksidaz olarak etki eder ve P450 igeren
monooksijenaz sistemleri olarak adlandirilirlar (Lu ve Lewin 1974; Nebert vd, 1987).
Bu sistem hepatositlerde yuksek miktarlarda bulunur. Karaciger disinda; bagirsaklar,
bdbrekler, akciger ve beyinde, blylUk Olcide de hucrelerin duz endoplazmik
retikulumunda yer alirlar. Ayrica, bocek ilaclari, prokarsinojenler, anestezi
malzemeleri, organik c¢dzlculer gibi ksenobiotiklerin metabolizmasinda bulunurlar
(Nebert ve Gonzales, 1987; Zimniak ve Waxman, 1993; Magnusson ve Sandstrom,
2004; Szoktakova vd., 2004). Endojen sentezlenen birgok bilesik, sitokrom P450
enzimlerinin substrati olarak gorev yapar. Bu bilesikler: prostaglandin ve Iokotrienler
dahil yag asitleri, steroitler, yiyecek katki maddeleri ve ilaglar yaninda besinlerle,
enjeksiyonla, havadan solunumla ya da deriden absorbsiyonla vicuda giren
endustriyel maddelerdir (Benet vd, 1996). Sitokrom P450’ler endojen ve ekzojen
bilesiklerin metabolizmasinda 6nemli olan Faz | enzimlerinin bir ailesini teskil ederler
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(Gonzales ve Yu, 2006). Bunlar bakterilerden memelilere kadar c¢alisiimig tim
turlerde bulunan, yapisal ve fonksiyonel olarak benzer hemoproteinler iceren bir gen
super ailesinin Gyesidir (Nelson vd, 1996; Werck-Reichhart ve Feyereisen, 2000).

Prokaryotik enzimler ¢ozunebilir bir hemoprotein iken, yuksek organizmalarda
membrana baglidir. Memelilerde, mitokondriyal i¢ membranda ve endoplazmik
retikulum membranlarinda yerlesmistir (Werck-Reichhart ve Feyereisen, 2000).
Sitokrom P450 sistemi, katalitik fonksiyonlari bilinmeden dnce spektral 6zellikleri ile
tanimlanan proteinlerden olugsmustur. Bu gruptaki proteinlerin benzersiz bir
absorbans spektrumu vardir. Genellikle mikrozom olarak adlandirilan endoplazmik
retikulum vezikullerinden hazirlanan suspansiyondan karbondioksit gazi gegirildikten
sonra sodyum ditiyonat gibi indirgeyici bir ajan eklenince spesifik bir absorbans
spektrumu elde edilir. Bu iglem sirasinda indirgenmis hem proteinine CO baglar ve
450 nm’de pik yapan absorbans spektrumu elde edilir. Bu pigmentlere P450 adi, 450
nm’de absorbans gosterdidi icin verilmistir. Spesifik P450 formlari, 446 ile 442 nm
arasinda maksimum absorbans veren dalga boylarina sahiptir. insanlarda ve diger
cogu memelide P450’ler; steroit hormonlarin biyosentezi, antibiyotikler, karsinojenler,
organik ¢Ozuculer, boyalar, pestisitler, alkoller, c¢evresel kimyasallar gibi
ksenobiyotiklerin aktivasyonu ya da inaktivasyonu, doymus yag asitlerinin hicresel
mesajcilara oksidasyonu, yagda ¢Ozunen vitaminlerin stereo ve bdlge-6zellikli
metabolizmasi gibi reaksiyonlarin katalizienmesinde onemli rol oynarlar (Arinc ve
Philpot, 1976; Porter ve Cooni 1991; Oleksiak vd., 2002).

Sitokrom P450 tarafindan katalizlenen genel reaksiyon agagidaki gibidir.

RH + O, + NADPH, H" -—--> ROH + H,O + NADP*
Reaksiyonda substrat (R) alkan, aromatik halka ya da heterosiklik stbstittentler gibi
oksijenasyon igin olanak veren bir bolgeye sahiptir. Substrata, iki oksijen atomundan
sadece biri katildigi igin bu reaksiyona monooksijenasyon reaksiyonu ve bu
enzimlere de sitokrom P450 monooksijenaz enzimleri (EC 1.14.14.1) adi
verilmektedir.
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Spesifik detoksifikasyon reaksiyonlari, cesitli diyetsel veya ksenobiyotik
bileskenlerin varliginda, organizmanin yagi ve cinsiyetine, genetik yapisina ve yagsam
tarzindaki aligkanliklarina bagh olarak ya induklenmekte ya da inhibe olabilmektedir.
Hem endojen hem de ekzojen bilesikler tarafindan cesitli sitokrom P450’lerin
indUklendigi 1960’ yillardan beri bilinmektedir. Bazi hastalik durumlarinda
detoksifikasyon aktiviteleri induklenirken diger bazi kosullarda bu aktiviteler inhibe
olmaktadir. inhibisyon iki veya daha fazla bileskenin ayni detoksifikasyon enzimi icin
yarigmasindan olabilir. Bazi bilesenler sadece bir detoksifikasyon enzimini segici
olarak inhibe ederken bazilari tim sitokrom P450 faz | enziminin aktivitesini inhibe
etmek icin sitokrom P450’'nin reaktif bolgesi olan hem demirine direk olarak
badlanirlar. Bazi faz Il enzimlerinin genel inhibisyon mekanizmasi ise gerekli
kofaktorlerin eksikligine dayanmaktadir (Liska 1998).

Sitokrom P450 proteinlerinin aktif bolgesi hidrofobik etkilesimlerle baglanmis
tek bir demir protoporfirin IX icerir ve olusan hem proteininde hem bir oksijen
molekulunin hem de substratlarin (RH) baglanabilecegi bolgeleri vardir. Hem grubu
demir atomunun besginci ligandi, sistein kalintisindan saglanan tiyolat anyonudur ve
P450’lerin olagandisi spektral ve katalitik 6zelliklere sahip olmasini saglar. Altinci
ligand yer degisebilen su moleklll tarafindan kullaniimaktadir. Substrat katalizinde
demirin indirgenmesi reaksiyonunda oksijen altinci konuma baglanmaktadir (Porter
ve Coon, 1991).

Sitokrom  P450 proteinleri  arasindaki sekans  benzerligi  hayli
dusuktur.(%20°den daha az) ve yalnizca tamamen korunmus 3 aminoasit igerirler. En
yuksek yapisal korunmus bodlge, hem protein ¢evresinde, oksijen aktivasyonu ve
elektron-proton transferlerinin  genel bir mekanizmasini yansitan merkez
proteinindedir. Bu korunmus merkez bdlgesi 4 heliks demeti (D, E, | ve L), paket, J
ve K heliksleri, 2 set B plaka ve bir oyuk yapisindan olusmustur. Bu bdlge; hem
demire besinci ligand seklinde baglanan ve mutlak korunan sistein kalintisi yani sira
L heliksinden hemen Once hem yapisinin proksimal ylzeyinde yerlesmis olan
karakteristik P450 dizisini (Phe-X-X-Gly-X-Arg-X-Cyc-X-Gly) kapsayan hem
baglanma boslugunu ‘loop’; K heliksi i¢erisinde yer alan ve merkez yapisini stabilize
ettigi dasunudlen, mutlak korunmus Glu-X-X-Arg motifini; hem proteinin distal
bdlgesinde proton transfer olugunu olusturan ve P450 imgesi olarak kabul edilen
(Ala/Gly-Gly-X-Asp/Glu-Thr-Thr/Ser) L heliksinin merkez bdlgesini igerir (Werck-
Reichhart ve Feyereisen, 2000).
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Genel olarak P450Q’ler reaksiyon dongusune girerler (Sekil 1.3). Bilinen tim
sitokrom P450’lerdeki hem demiri, porfirin halkasindaki 4 nitrojen atomuna ve 2
aksiyal liganda baglidir. Aksiyal ligandlarin birinde molekullun karboksil ucuna yakin
yerlesmis sistein kalintisinda bir sdlfidril grubu bulunur. Cesitli bilesiklerin
oksidasyonu sirasinda elektronlar NADPH'dan, NADPH Sitokrom P450 rediktaz
tarafindan sitokrom P450’ye transfer edilir. Hem demiri dusik ve yuksek spinli olmak
uzere iki farkli spin durumunda bulunabilir. DUsuk ve ylksek spinli durumlar demir
atomunu c¢eviren elektronik alanlar olarak tanimlanabilir. Sitokrom P450 molekullu bir
substrata baglaninca bu elektronik alanlarda etkilesim meydana gelir ve hemdeki
demir atomu dusuk spinden yuksek spine gecer. Oksidasyon (monooksinejasyon)
reaksiyon mekanizmasinda, oksijenin hem demirine bagalanabilmesi i¢cin hemdeki
demir ferik (Fe3+) durumdan ferro (Fe2+) duruma indirgenmelidir. Substrata bagl,
yuksek spin (-170mV), substrata baglanmayan dusik spine (-270mV) goére daha
fazla pozitif indirgenme potansiyeline sahip oldugu igin Sitokrom P450, NADPH’dan
elde edilen elektronlarla indirgenebilir durumdadir. ilk elektron transferiyle indirgenen
sitokrom P450 daha sonra oksijenlenir ve NADPH’dan ikinci bir elektron oksijene
baglanarak, oksijen radikaline donusturulebilir. Bir i¢ oksidoreduksiyon neticesinde
hidroksillenmis substratin (ROH) ve suyun olusumu gergeklesir, serbest sitokrom
P450 Fe* formunda rejenere olur. Monooksijenasyon reaksiyonunda toplam 2
elektron (e’) gereklidir. Elektronlar sitokrom P450 molekuline tek tek transfer edilir.
(Schenkman, 1991) NADPH- sitokrom P450 rediktazdan sitokrom P450’ye elektron
transferine lipitlerin yardimci oldugu gosterilmistir.
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Sekil 1.3. P450 Sisteminin Katalitik Dongusu

Gunumuzde sitokrom P450’lerin omurgali ve omurgasiz hayvanlar, bitkiler ve
bakterileride igeren Okaryot ve prokaryot organizmalarda bulundugu goésterilmistir.
Sitokrom P450’lerin  bircok reaksiyonu katalizlemelerinden dolayr enzimlerin
isimlendiriimesinde siradan metot yetersiz kalmis ve yapisal homolojiye dayanan
sistematik bir adlandirma gelistirilmistir. Sitokrom P450 enzimleri baz dizilimi
benzerliklerine, kontrol eden gen ailelerine ve substrat spesifikligine gore
siniflandinimaktadir. Bu adlandirma evrensel olarak kabul edilmigtir. (Nebert vd.,
1987) Bu sistemde, CYP terimi sitokromun ‘cytochrome’ ilk iki harfini ve P450’nin ilk
harfini temsil eder. Bu terim bir gen ya da sitokrom P450 gibi bir proteinin
baslangicinin dizayni i¢in kullanilir. Aileyi belirlemek icin rakamlar verilir ve bunu alt
aileyi belirlemek igin byik harflerin kullanilimasi izler. Ozgiin P450'yi tanimlamak igin
rakamlar kullanilir. GUnumuzde bilinen 18 memeli P450 gen ailesi 43 alt aileye
boélinmuastir. Ayni ailenin Gyeleri en az %40 homolog aminoasit dizisini paylasir ve
ayni alt ailenin tyeleri en az %55 homolog diziyi paylasir.(Nelson vd,1996)
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insanda bulunan 59 CYP450 izozimleri tic genel gruba ayristirilabilir. 1)Daha ¢ok
ksenobiyotik metabolizmasinda yer alan CYP aileleri (CYP1-3), 2) Endojen
metabolizmasinda rol alan CYP aileleri (CYP5-51) ve 3) Yag asitleri
metabolizmasinda ve kismen ksenobiyotik metabolizmasinda yer alan CYP4 ailesi.
Bunlardan ilk grup gunumuzde kullanilan ilaglarin Faz | bagimh metabolizmalarinin
yaklasik % 70-80’ini gergeklestiren sitokrom P450 enzimlerini igerir (Evans ve
Relling, 1999). Diyet, tur, genetik, yas, fizyopatolojik sartlar ve ¢esitli ajanlar sitokrom
P450 enzimlerinin aktivite ve ekspresyon duzeylerini etkilerler. Sitokrom P4501 ailesi
1A1, 1A2 ve 1B1 izoformlarinini kapsar ve polisiklik aromatik hidrokarbonlar ve
heterosiklik aromatik aminler gibi prokarsinojenlerin  aktivasyonunda ve
biyotransformasyonunda énemli rol oynar. Akciger kanseri (McLemore ve ark. 1990),
kolorektal kanser (Sivaraman ve ark. 1994) ve meme kanseri (Jefcoate ve ark. 2000)
gibi karsinojenik olusumlarda CYP1 izoformlarinin dnemli rol oynadigi gosterilmigtir.
CYP2E1 etanol ile induklenebilen, kuguk molekuler agirlikh bilesiklerin  ve
asetaminofen gibi yaygin olarak kullanilan ilaglarin biyotransformasyonunda rol alan
ve karsinojen (6zellikle arilaminlerin) metabolizmasinda hayli 6neme sahip olan bir
diger CYP izoformudur. Ayrica, aseton, asetat ve laurik asit, oleik asit gibi uzun
zincirli yag asitleri gibi endojen maddelerinde metabolizmasinda 6nemli rol oynar
(Lieber, 1999; Klaz ve Ammon, 1998). CYP1 izoformlarin aksine CYP2E1
transkripsiyonel kontrolin yani sira post-transkripsiyonel olarak da kontrol edilen ve
bu anlamda CYP izoformlari arasinda farkhlik gésteren bir izoformdur. Bu izoformun
diyabet ve aclik gibi bazi patofizyolojik durumlarda induklendigi bilinmektedir (Hong
ve ark., 1987; Aring ve ark., 2005 ve 2007). CYP slper ailesinin insanda en fazla
ifade edilen izoformu olan CYP3A4 bilinen terapotik ajanlarin %50’sinden fazlasinin
metabolizmasinda yer almasi nedeni ile de hayli 6nem arz eden bir diger CYP
izoformudur. CYP3A4 antibiyotikler (eritromisin), yatistiricilar (midazolam), bagisiklik
sistemi ayarlayicilari (siklosporin), anti-viral ilaglar (ritonavir and saquinavir), anti-
histaminler (astemizole), kalsiyum kanal bloklayicilar (nifedipine and verapamil),
HMG KoA reduktaz inhibitérleri (lovastatin), uyaricilar gibi bircok degisik ilaci
metabolize eder (Martin and Krum, 2003; Arayne ve ark., 2005; van Herwaarden ve
ark., 2005; Sica, 2006; Sugimoto ve ark., 2006; de Wildt ve ark., 2007; Klotz, 2007).
Ayrica bu izozim, testosteron, progesteron, ve androstenedion gibi endojen
maddelerin metabolizmasinda énemli rol oynar (Yamazaki ve Shimada, 1997; Wang
ve ark., 2000).
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Calismalar akrilamidin mutajenik, genotoksik, reaktif bir Grin olan glisidamide,
sitokrom P450’'ye bagimli monooksijenaz enzimlerinin izozimlerinden P4502E1
(CYP2E1) tarafindan donustiraldiguna goéstermis (Adler ve ark , 2000; Ghanayem
ve ark., 2000) ve bu metabolik yol akrilamidin neden oldugu karsinojenisite ile
iliskilendirilmistir. Ancak, akrilamidin CYP2E1 enzimi ve diger P450’ye bagh sitokrom
Onkarsinojen/karsinojen metabolizmasina olan etkilerini arastiran calismalar sinirli
sayidadir (Barber et al 2001). insan karaciger hiicre kiltirinde ise boyle bir
calismaya literaturde rastlanmamigtir. Cesitli alanlarda yaygin kullanimi, bazi
urunlerin yapisinda bulunmasi, yuksek miktarda nisasta igeren gidalarin kizartiimasi
sonucu kolayca olugmasi, insanlarin siklikla maruz kaldiklari en onemli kimyasal
maddelerden biri olmasi ve vucuttaki metabolizmasi sonucu olusan metabolitinin
norotoksik, reproduktif toksik ve karsinojenik Ozellikleri akrilamidi insan saghgi
acisindan énemli yapmaktadir. Onerilen bu calismada, akrilamidin P450’ye bagimli
ilaclari metabolize eden enzimlerin CYP1A1-1A2, CYP2E1 ve CYP3A4 izozimleri

Uzerine olan etkisinin insan karaciger hicre dizisinde (HepG2 ) aydinlatiimasi
amaclandi.
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2. MATERYAL ve METOT

Hiicre Kiltira

Calisma boyunca kullaniimis olan insan karaciger kanser hucreleri (HepG2).
European Collection of Cell Cultures (ECACC)tan satin alinmistir. 80°C’de
DMSQ’da saklanan hiicreler 37 °C’de eriyene kadar bekletildi, eridikten sonra flaska
hicreler ekildi ve Uzerine 9 ml Dulbecco’s modified Eagle besi ortami (DMEM)
eklenerek 37°C, %5 CO; ve %95 nem igeren ortamda 1 gun inkibe edildi. Ertesi
gin DMSQO’dan kurtarmak igin besiyeri degistirildi ve CO, inkUbatorinde hicreler
deney igin yeterli stok sayisina ulagincaya kadar yukarida belirtilen sartlarda inkibe

edildiler.

Sitotoksitite Deneyi

Blyutulen hucreler 96 kuyulu plakalara ekmek igin tripsin ile kaldirildi. 15 ml’lik
steril Falcon tlplere besiyeri iginde olan hiicreler alindi. 1500 rpm de 24 °C de 5
dakika santriflj edildi. SUpernatant atilip, dibe ¢dken hucreler 2 ml besiyeri iginde
¢6zuldu. 20ul hacre, 20pl Tripan blue (1:1000 sulandiriimig) ile boyandi ve Thoma
lami kullanilarak htcreler sayildi, her kuyucukta 1 x 10® hiicre olacak sekilde 96
kuyulu plakalara ekildi ve plakalarin Uzeri toplamda 200 ul olacak sekilde besiyeri ile
tamamlandi ve 24 saat hucrelerin plakaya yapismasi igin %5 lik CO; inkubatérinde
bekletildi. Degisik akrilamid konsantrasyonlari 0.5 Mm; 1.25 mM; 2.5mM; 5mM;
10mM; 20mM; 25mM ve 50mM olacak sekilde degdisik kuyucuklarda ayarlandi.
Kontrol grubuna ise sadece besi ortami eklendi. Tum kuyucuklar 200 pl'ye besiyeri
ile tamamlandi. 48 saat sonunda besiyerleri plakadan uzaklastirildi. Her kuyucuk 100
Ml kristal viyole ile boyanip 10 dakika oda sicakliginda bekletildi. Plaka ¢cesme altinda
tutularak boya uzaklastirdi. Her kuyucuga 100 pl 0,1 M %50 etanol icindeki Na-Sitrat
eklendi ve 15 dakika 100 rpm de calkalandi. Olusan renk 630nm de plaka okuyucuda
Olculda.

Bisinsonik Asit ile Protein Tayini

Protein tayini igin gerekli olan Bisingonik Asit solisyonu (BCA) Micro BCA
Reaktif A (8 gr sodyum karbonat monohidrat ve 1,6 gr sodyum potasyum tartarat
suda ¢ozalar. pH 11,25’e 10 N sodyum bikarbonat ile titre edilir. Son hacim 100
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mL’ye tamamlanir), Micro BCA Reaktif B (4 gr BCA tartilarak 100 mL ultrasaf suda
¢Ozulur) ve Micro BCA Reaktif C (0,4 gr bakir sulfat tartilarak 100 mlI'de ¢ozular)
25:1:1 oraninda karistirilarak hazirlandi. 96 kuyucuklu plakalara 0,1 ml seyreltiimis
ornek (10X -25X) veya Standard protein sollisyonu (Sigir serum albumin) ve 0,1 ml
BCA solUsyonu eklenerek karistirildi. 15° 60°C’de inkiibe edildi ve 590nm’de Eliza
okuyucuda olg¢uldd.

Akrilamidin Ksenobiyotik Metabolizmasnda rol oynayan P450 enzim aktiviteleri
uzerine Etkilerinin Tayini

Anilin 4-Hidroksilaz Tayini (CYP2E1)

Hazirlanan hucre homojenatlarinda anilin 4-hidroksilaz aktivitesi anilin substrati
kullanilarak Imai ve ark. (1996) tarafindan onerilen metodla tespit edildi. Bu metot
mikrozomal aniline 4-hidroksilaz enzimi ile anilin’in konjugasyonu sonucunda olugsan

p-aminofenol’in (pAP) 15191 630 nm’de absorplamasina dayanmaktadir (Sekil 2.1.)

NH> NH
K H,O
OH
NADPH,H" NADP"
Aniline p-Aminophenol

Sekil 2.1. Anilin 4-Hidroksilaz enzimatik reaksiyonu

Tipik reaksiyon ortami 100 mM HEPES tamponu, pH 7,6, 10 mM anilin, uygun
miktar hucre homojenatt ve 0,5 mM NADPH generating sistemi igermektedir
(Tablo2.1). NADPH generating sistemi test tupune 0,5 uUnite glikoz 6-fosfat
dehidrogenaz, 2,5 mM glikoz 6-fosfat, 2,5 mM MgCl, 14,6 mM HEPES tamponu, pH
7.8 ve 0,5 mM NADP" eklenmesiyle hazirlanir. Daha sonra generating sistem iceren
test tupu 37°C’de 5 dakika inkibe edildikten sonra kullanilana kadar buz Uzerinde
muhafaza edilir.
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Tablo 2.1. HepG2 hucreleri icin Anilin 4-hidroksilaz 6lgum karigsimin igerigi.

Stok Soluisyonlar Eklenen Son
Hacim(ml) Konsantrasyon
400 M HEPES tamponu pH 7,6 0,125 100 mM
100 mM Anilin 0,050 10 mM
Homojenat - 1 mg/ml

NADPH generating sistem

100 mM Glikoz 6-P 0,025 2,5mM
100 mM MgCl, 0,025 2,5 Mm
200mM Hepes tamponu pH 7,8 0,073 14,6 Mm
20 mM NADP* 0,025 0,5 Mm
500 u G6-PD 0,001 0,5U
Distile su 0,5ml’ye tamamla

Toplam Hacim 0,5 ml

Yukaridaki tabloya gore tlplere tim bilesenler eklenir ve reaksiyon 0,075 mlI NADPH
generating sistemin eklenmesiyle 37 °C’ deki ¢alkalamali su banyosunda baslatilir.
37°C’de, 75 dakika calkalamali su banyosunda bekletildikten sonra tiplere 0,25 ml
%20 TCA eklenerek reaksiyon durdurulur. Sifirnci zaman koru denilen tuplere
reaksiyonu sifirlamak icin NADPH generating sistem eklemeden 6nce 0,250 ml %20
TCA eklenir. TUplerdeki karisim eppendorf tlplerine alinarak 4 °C de 16000xg de 25
dakika santriflj edilir. Santrifijden sonra 0,5 ml supernatant alinir ve Gzerine 0,25 mi
%20 Na,COg eklenir. Ardindan 0,4 N NaOH igeren %20 fenol eklenerek renklendirilir.
Renk olusumu igin 30 dakika 37 °C’de sicaklikta inkiibasyonun ardindan 630 nm’de
spektrofotometrik olarak kore karsi ol¢ulir. Enzim aktivitesi, elde edilen absorbans
ve degisik konsantrasyonlarda p-aminofenol kullanilarak olusturulan kalibrasyon

grafiginin egimi kullanilarak hesaplandi.

Alkoksirezorufin O-Dealkilaz (AROD) Aktiviteleri Tayini (CYP1A1 ve CYP1A2)

Hucre homojenatlarinda AROD aktiviteleri Burke ve Mayer (1974) metodu ile tespit
edildi ayrica Aring ve Sen (1994) tarafindan optimize edilen sartlar kullanildi (Sekil
2.2). Bu aktivite tayinlerinde substrat olarak 7-etoksirezorufin (CYP1A1), 7-
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metoksirezorufin (CYP1A1, CYP1A2) kullanildi. Her bir substrat (7-etoksirezorufin, 7-
metoksirezorufin) icin enzim aktiviteleri sirasiyla; etoksirezorufin O-deetilaz (EROD),
metoksirezorufin O-demetilaz (MROD) olarak isimlendiriimektedir.

RO G Q HO o] o
U m!]rt H+ NADP+ U
N N

Alkoksivezorufin 0p H20 Rezorufin

Sekil 2.2.. Alkoksirezorufin dealkilasyonu

Buna gore tipik reaksiyon ortami 100 mM potasyum fosfat tamponu pH 7,80, 100
mM NaCl, 1,2 mg BSA, belirli miktarda protein ve 1,5 yM 7-Etoksirezorufin veya
0,225 yM 7-metoksirezorufin substrat olarak ve ve 0,1 M NADPH icermektedir
(Tablo2.2). Reaksiyon ¢ozeltisinin tablo 2.2" de verilen stok ¢ozeltilerden florometre
kUvetinde reaksiyon karisimi hazirlandi. Reaksiyon en son substrat ilave edilerek
baglatildi ve reaksiyon Cary Eclipse (Varian) Florometre’de 6 dakika boyunca takip
edilir. Son olarak, reaksiyon karigimina i¢ standart olarak resorufinin bilinen miktari
eklendi ve florosans’taki artis kaydedildi. Enzim aktiviteleri, resorufin eklenmesinin
neden oldugu florosans artis kullanilarak hesaplanir.

Tablo 2..2 HepG2 hicreleri icin EROD ve MROD 0lgim karisimin igerigi

Stok Kullanilan Miktar(pl) Son Konsantrasyon
0,4 M KPi (Ph:7.8) 250 100 mM
1 M NaCl 100 100 mM
12 mg/ml BSA 100 1.2 mg/mi
Protein (0.5 mg/ml) 200 100 mg/mi
dH,0 190
10 mM NADPH 10
10 mM 7-Etoksi resorufin 150 1.5 mM
30 mM 7-Metoksi resorufin 150 4,5mM
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Eritromisin N-Demetilaz Aktivite Tayini (CYP3A4)

Hucre homejenatinda Eritromisin N-demetilaz aktivitesi Cochin ve Axelrod (1959)
tarafindan onerilen yontem ve Nash (1953) metoduna gore formaldehit miktarinin
Olcllmesiyle tespit edilmistir (Sekil 2.3.).

HaC | CHa,

NADPH, H*
oz\

H,0 %
"

NADP*

+ HCHO

Sekil 2.3. Eritromisin N-demetilasyonu
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Buna gore, tipik reaksiyon karisimi 50 mM HEPES tamponu (pH 7,8), 5 mM
eritromisin, belirli miktarlarda protein ve 0,5 mM NADPH ve ultra saf su kullanilarak
son hacim 0,5 mL olacak sekilde hazirlandi (Tablo2.3). NADPHIn ortama
eklenmesiyle reaksiyon baslatilir. icinde mikrozomlarin yer aldigi sifirinci zaman kori
denilen tlplere reaksiyonu sifilamak icin NADPH eklemeden o6nce 0.75 N’lik
perklorik asit eklendi. inkiibasyon 37 °C de, 80 dakikada calkalamali su banyosunda
gerceklestirilir. inkiibasyon siiresi sonunda reaksiyon tiiplerine 0,75 N’lik perklorik
asit eklenmesiyle sona erdirildi. Daha sonra karisim eppendorf tlplerine transfer
edilerek 16 000 xg de 20 dakika santriflij edildi. Sonucta, stpernatant yeni tiplere
transfer edilip Nash reaktifinden eklenerek renk olusumu igin 10 dakika 50 °C
sicaklikta inkibasyonun ardindan 412 nm’de spektrofotometrik olarak kére karsi
Olglldd. Standart olarak kullanilan formaldehitin farkli konsantrasyonlari yardimi ile
olusturulan kalibrasyon grafiginin egiminden yararlanilarak aktiviteler hesaplandi.

Tablo 2.3: HepG2 hucreleri igin Eritromisin N-demetilaz dlgum karisimin igerigi.

Stokigerik Eklenen Hacim(ml) Son Konsantrasyon
0.4 M HEPES tamponu, pH 7.80 0,125 50 mM
Mikrozomal protein 1 mg/ml
50 mM Eritromisin 0,010 5 mM
NADPH Generating Sistem* 0,075
Distile Su 0.5 ml tamamlanir
Toplam 0.5 mi

*NADPH generating sistem Tablo 2.1°’e gére hazirlanmistir.
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CYP450 izozimlerinin Protein Ekspresyon Diizeyinin Tayini

SDS-poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE)

Poliakrilamid jel elektroforezi (PAGE) iyonik deterjan sodyum dodesil sulfat
(SDS), varliginda Laemmli (1970) tarafindan tanimlanmis olan kesintili bir tampon
sisteminde %8,5 ayirma ve %4 sikistirma jellerinde yapilmistir. Fermentas
“‘PageRuler Prestained Protein Ladder” molekiler agirlik standartlari olarak
kullanilmistir.

Ayristirict ve sikistirici jel solisyonlari Tablo 2.4’te belirtildigi gibi verilen
miktarlarin karigtirlmasi ile verilen sirayla kullanimdan hemen 6nce hazirlandi.

Tablo 2.4. SDS-PAGE ayrigtirici ve sikistirici jellerin formulasyonlari

Ayristirici Jel (%8,5) Sikisgtirici Jel (%4)
(0,375 M Tris, pH 8,80) | (0,125 M Tris, pH 6,80)

Jel Cozeltisi(ml) 8,5 1,5

Distile Su (ml) 13,55 5,88
Ayristirict Jel Tamponu (ml) 7,5 -

Sikistirici Jel Tamponu (ml) - 2,5

%10 SDS (ml) 0,4 0,16

%10 APS (ml) 0,15 0,065

TEMED (ml) 0,015 0,012

Toplam Hacim 30 10

Poliakrilamid slab jelleri, jel sandviginin hazirlanmasi ile The Emperor Penquin
Water Cooled Dual Gel Electrophoresis System Model P9DS (Owl Separation
Systems, Inc. Portsmouth, NH USA) elektroforez sistemi kullanilarak gerceklestirildi.
ilk énce jel sandvici temiz ve diiz bir zemin lizerinde énce uzun camin (14 x 16 cm),
bunun Gzerine 0,8 mm’lik teflon ayiricilar ile sabitleyici plastik levhanin ve son olarak
da kisa camin (12,5 x 16 cm) Ust Uste yerlestiriimesiyle olusturuldu. Bunu, sandvigin
sisteme oturtularak vidalarla sikigtirimasi ve sandvigin oturtuldugu tabandaki
kuyucuga %Z2’lik agaroz dokuilerek sisteme sabitlenmesi izledi. Daha sonra ayristirici
jel polimerizasyon solisyonu Tablo 2.4’de belirtilen oranlarda hazirlanarak sandvig
icindeki ¢ozeltinin istenilen ylkseklige (8—9 cm) ulasincaya kadar 10 ml’lik bir pipet
yardimi ile teflon ayiricilarin bir kdsesinden jel sandvigin igcine dogru transfer edildi.
Ucu bukuUlmus igneli bir siringa kullanilarak, diz bir jel yizey olusumunu saglamak
icin nazikge bosluklarin bir koésesinden figkirtilmak suretiyle jel polimerizasyon
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solusyonunun yuzeyi yaklasik 0,1 cm kalinhginda bir izopropil alkol tabakasiyla
kaplandi. Jel sonradan oda sicakliginda 15-20 dak sureyle polimerizasyona birakildi.
Polimerizasyondan sonra alkol tabakasi tamamen bosaltildi ve hazirlanan sikistirici
jel polimerizasyon solusyonu 5 ml’lik pipet kullanilarak sandvig¢ tamamen dolana
kadar bir teflon ayiricinin késesinden jel sandviginin igine dokualdu. Sikistirici jel
eklendikten sonra 15 tane dis iceren 0,8 mm’lik teflon tarak, taragin disi icinde hava
kabarcigl kalmayacak sekilde sikistirici jel polimerizasyon solusyonu katmanina
yerlestirildi. Polimerizasyon oda sicakliginda yaklasik 30 dak’da tamamlandi.

SDS-Poliakrilamid jel elektroforezi ile Analiz edilecek proteinlerden alinan bir
ornek 4X numune seyreltme tamponu ile 3:1 oraninda (3 kisim 6rnek ve 1 kisim
tampon) seyreltildi ve sicak su banyosunda 2 dakika sure ile kaynar suda kaynatildi.
Teflon tarak digleri yirtmadan dikkatlice sikistirici jelden ¢ikarildi. Kuyucuklar eger
varsa herhangi bir hava kabarcigini uzaklastirmak icin ince igneye sahip bir siringa
kullanilarak elektrot tamponu ile dolduruldu. Daha sonra blok alt ve Ust rezervuarlari
elektrot tamponu ile dolu olan elektroforez tankina yerlestirildi. Uygun igneli bir
Hamilton siringasi kullanilarak 40 pl (200 pg hicre lizatlar) protein 6rneklerinden ve
10 ul molekuler agirhk standartlarindan kuyucuklarin tabaninda ince bir katman
olacak sekilde kuyucuklara yuklendi.

Sistem Thermo EC 1000-90 (100 Colin Drive Holbrook, NY 11741-4306, USA)
gu¢ kaynagina baglandi. Sisteme ayni anda iki jel sandvigi hazirlanarak ayni anda iki
elektroforetik ayristirma yapildi. Elektroforetik ayristirmanin yapilacagi iki jel igin
sikigtirici jel Uzerinde 20 mA’lik sabit akim yuritme islemi yapildi. Yol gosterici boya
aynistinici jele ulastiginda akim 30 mA’e sikistirici jelden ¢iktiginda ise 40 mA’e
cikarildi (Eger tek jel kullanilarak elektroforetik ayristirma yapilacaksa mA degerleri
yarilandi). Elektroforetik ayrigtirma suresince isinmayi engellemek igin sisteme
5°C’ye ayarlanmis Nlve (Nuve Cooling Bath Type BS 302 (S) Esenboga Yolu 22 km
Akyurt 06287 Ankara-Turkiye) Sogutmali Su Banyosu baglandi. Yol gosterici boya
tabana ulasacagr zaman (ayristirici jelin baslangicindan yaklasik 6-7 cm) glg
kaynag kapatildi. lyi bir ayristirma saglamak igin toplam 5-5,5 saat yiiritme yapildi.

Elektroforez tamamlandiktan sonra, jel blogu aparattan alindi ve ilistiriimis jel
sandvi¢ ¢ikarilarak kisa cam tabaka dikkatlice acildi. Jel yol gosterici boyanin oldugu
yerden, kenarlardan, sikistirici jel bitiminden kesildi ve Ustten sol kdsesi (1 numarall
kuyucuk) kuyucuklarin siralarini belirlemek igin isaretlendi. Jel uzun cam tabakadan
dikkatlice alindi ve oda sicakliginda 45 dak sureyle %0,2 Coomassie Pirlanta Mavisi
R 250, %50 metanol ve %12 glasial asetik asit iceren boya ¢dzeltisiyle bir karistiric
kullanarak hem boyandi hem de sabitlendi. Uygun bir sire (en azindan 24 saat)
badlanmayan ¢6zlinmus boyanin uzaklastiriimasi igin %7’lik asetik asit igeren
%30’luk metanol ¢ozeltisi ile inkube edildi (bu sure zarfinda solisyon birkag kez
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degistirildi). Sonug¢ olarak, jellerden bazilari fotograflandi ve boyasi c¢ikariimis jeller
%T7’lik asetik asit ¢dzeltisi icinde saklandi.

Western Blot Analizleri

Western blot proseduri Khyse-Anderson (1984) ile Tovey ve Baldo (1987)
tarafindan tanimlandigi gibi uygulanmistir. Ancak bizim laboratuvar kosullarimiza
gore optimize edilmigtir.

Yukaridaki boélimlerde tanimlandigi gibi denatire kosullar altinda %4°lUk sikistirici
ve %8,5’luk aynigtirici jeller icinde elektroforez edildi. Elektroforez tamamlandiktan
sonra, jel blogu aparattan alindi ve ilistirilmis jel sandvig ¢ikarilarak kisa cam tabaka
dikkatlice acildil. Jel yol gosterici boyanin oldugu yerden, kenarlardan, sikistirici jel
bitiminden kesildi ve Ustten sol késesi (1 numarali kuyucuk) kuyucuklarin siralarini
belirlemek igin isaretlendi. Sonra, jeller transfer tamponu (25 mM Tris, 192 mM glisin
ve %10 metanol) icersinde 10 dakika sureyle sabit hizl bir galkalayicida inkibasyona
birakilarak 6n dengeleme yapildi.

Elektroforetik transfer iBlot Dry Transfer” (Invitrogen Corporation 1600 Faraday
Avenue, PO Box 6482, Carlsbad, California 92008 USA) kullanilarak kuru Western
blot yéntemi uygulanarak yapildi. iBlot cihazin kapagi acildi. Uzerinde naylon
membranida hazir olan Anot Transfer Yigininin kabi agilip plastik kivetiyle beraber
cihaza kondu. Jel membranin Uzerine dikkatlice ve hava kabarcigi olmayacak sekilde
yerlestirildi. Uzerine sistemden c¢ikan ve distile su ile islatiimis olan filtre kagidi
kondu. Uzerinden réle yurgu ile yurgulanarak hava kabarciklar cikarildi. Katot
Transfer Yigini agilarak filtre kagidinin Gzerine konuldu. Tekrar 6nceki gibi
yurgulandi. Sistemin sungeri cihazin Ust kapagina yerlestirilerek kapak kapatildi.
Cihazdan P2-12 dak programi segildi ve “start” tusuna basilarak transfer baslatildi.
Sure sonunda cihaz kapatildi, hicrenin baglantisi kesildi ve cihazin kapag! acildi;
ustteki katot yigin, filtre kdgidi ve jel dikkatlice alindi. Altta kalan membran dikkatlice
TBST igine alindi. Bu sistem kisa, hizli ve etkin bir transfer yontemidir. Sonug¢ olarak
uzerinde transfer edilmis proteinleri barindiran membran, ‘Blot’, elde edildi.

Blot, protein iceren ylzeyi Uste gelecek sekilde kiguk plastik bir tepsinin igine
yerlestirildi ve membran 1 saat slreyle bloke ¢6zeltisi (TBST iginde yagsiz %5’lik sut
tozu) ile calkalayici da inkibe edildi. Sture sonunda 1/200 ve 1/1000 arasinda
bloklama solUsyonu iginde dilue edilmis anti-human CYP1A2, CYP2E1 ve CYP3A4
primer antikorlari membranin Uzerine bosaltildi ve tim gece inkibe edildi. Daha
sonra membranin tamamen temizlenmesini saglamak igin TBST sollsyonunda her
biri 5 dak olmak Uzere 3 defa ylkandi. Membran daha sonra 1 saat slreyle
isaretleyici enzim-alkali fosfataz (anti-rabbit IgG-HRP konjugati) ile bagi olan ikinci
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antikorlarla inkiibe edildi. Membran 6nceden tarif edildigi gibi tekrar yikandi. Son
olarak membran, antikor baglanan proteinlerin tespiti icin Ey ve Ashman (1986)
tarafindan tanimlanan substrat ¢ozeltisi (Tris-HCI, pH 8,80, NaCl, MgCl,, ZnCly,
Dietanolamin, Nitroblue tetrazolyum, fenazin metastlfat ve bromokloroindoylfosfat)
ile inkUbe edildi. Goruntu elde edildikten sonra blot havada kurutuldu, strech film ile
kaplandi ve karanlikta saklandi. Olusan protein bandlarinin densitometrik analizleri
Scion Image Analyzer yazilimi ile belirlenip, CYP450 izozimlerinin protein seviyesin

akrilamid sonucu nasil degistigi belirlendi.
CYP450 izozimlerinin mRNA Ekspresyon Diizey Tayini

Hiicre Hattinda Total RNA izolasyonu

Total RNA izolasyonu TRIzol® sollisyonu kullanilarak dretici firmanin 6nerdigi
talimatlarina gore gergeklestirildi ancak kendi laboratuar kogullarimiz igin optimize
ettigimiz prosedur uygulandi. Buna gore kontrol ve akrilamid ile muamele edilmis
yaklagik 1 x 10° hiicre 0,3 ml parcalama tamponu (Tablo 2.5.) ile toplandiktan sonra
18G uclu steril igne ile 10 defa g¢ekip birakilarak bu tampon igcinde homojenize edildi.
Daha sonra bu patlatiimig hicreler yeni bir eppendorf tipine alinip tUzerlerine 600 pl
TRIzol® sollsyonu eklendi ve oda sikakliginda dusuk hizda karigtirildi. Ardirdan 100
Ml Kloroform eklenerek 1dakika ylksek hizda karistirildi. 5 dak oda sicakhginda ve 5
dak buzda inkutbe edildikten sonra 13 000 rpm’de 15 dak santriflij edildi. RNA iceren
supernatant yeni steril eppendorfa alindi. Bu islem sirasinda DNA igceren orta faza
dokunulmamaya dikkat edildi. Alinan supernatanta esit hacimde soguk saf
isoprapanol eklenip oda sicakhdinda 10 dak inkube edildi. Daha sonra tipler 13 000
rom’'de, 4 °C ‘de 5 dak santrifiij edildi. Pelet tzerine 1000 pl %75’lik soguk etanol
eklendi ve olugan pelet dagitildi. 7 500 rpm’de, 4 °C ‘de 5 dak santrifiiden sonra
RNA iceren pelet alev catisi altinda kurutuldu ve 75 pl RNAase free su iginde
¢ozilerek -80 °C muhafaza edildi. izole edilen RNA kalitesi 1% agoroz jel
elektroforezinde 18S ve 28S bantlarinin durumuna goére belirlendi. Elde edilen
RNA’larin 260/280nm o6lgumu ile miktari belirlenerek cDNA sentezi sirasinda 5 ug
RNA kullaniimasi saglandi.

30



Tablo 2.5. Pargalama tamponu ¢dzeltileri

.. . Eklenen Son
Stok Cozeltiler Hacim (ml) Konsantrasyon

0.4 M KPi Tamponu pH 7.8 2.5 0.1 M
%10 Triton X-100 0.2 % 0.2
100 mM EDTA 0.2 2mM
DDT 0.0015 gr 1 mM
100 mM PMSF 0.05 0.5 mM
100 mM e-ACA 0.03 0.3 mM
Ultra Pure Su 10 ml tamamlanir -
Toplam 10 ml

cDNA sentezi

Elde edilen RNA'lardan cDNA sentezi 18 nukleotid uzunlugunda oligo d(T) primeri ve
Moloney-Murine Leukemia Virus Reverse Transkriptazi (MBI Fermentas, USA)
kullanilarak Uretici firmanin talimatlarina gore sentezlendi. cDNA sentezi i¢in 5 pg
toplam RNA ve 0,5 ug (1 pl from 500 pg/ml stoktan) oligo (dT) primeri karigtirildi ve
son hacmi 11yl RNAase-free su ile tamamlandi. Karisim 70 °C ‘de 5 dak inkube
edildikten sonra, Uzerine 4 pl, 5X reaksiyon tamponu (250mM Tris-HCI pH 8,3 250
mM KCI, 20 mM MgCl, and 50 mM DDT) ve 2 pyl ANTP karigimi eklendi. 5 dak,
37°C’de inkubasyondan sonra 50 unite Moloney-Murine Leukemia Virus Reverse
Transkriptazi eklenerek son hacim 20 pl tamamlandi. Enzim eklendikten sonra, son
karisim cDNA sentezi icin ilk 6nce 42°C’de 1 saat inklUbe edildi ve sonra enzim
inhibe edilmek Uzere 70°C’de 10 dak bekletildi. Sentezlenen cDNA'lar, RT-PZR
yapmak utizere -20 °C muhafaza edildi.

Yarn Kuantifiye Revers Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PZR)

Akrilamidin CYP450 enzimlerin gen ifadeleri duzeylerine etkisini saptamak igin
MRNA duzeyleri RT-PCR yontemi ile kantite edildi. Bu amagla, GenBank/EMBL veri
bankalari taranarak secilen 4 adet CYP450 geni igin uygun primer dizileri saptandi ve
bu primerler sentezlettirildi. Bu primerlerin nukleotid dizileri ve yapisma sicakliklari
Tablo 2.6 verilmektedir.
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Tablo 2.6. Secilen CYP450 Genleri i¢cin tanimlanan primer dizileri ve yapisma
sicakliklari

Primer Adr* Primer Dizisi(5'2>3") Yapigma Sicakhgi (°C)
hCYP1A1F AGC GGA AGT GTATCG GTG AGA
hCYP1ATR CTG AAT TCC ACC CGT TGC A 584
hCYP1A2F ACT TCG ACC CTT ACAATC AG
hCYP1AZR CAC TGT TCT TGT CAAAGT CC 533
hCYP2E1F GCATCTCTTGCC TATCCTT
hCYP2E1R ATGGACCTACCTGGAAGGACAT 61
hCYP3A4F GCC TGG TGC TCC TCT ATC TA
hCYP3A4R GGC TGT TGA CCA TCA TAA AAG il
H18SF** CGG CTA CCA CAT CCA AGG AA
h18S R** GCT GGA ATT ACC GCG GCT 58,4
* Primer adi CYP izoformunu tanimlamakta F(forward) R(reverse) primerleri simgelemektedir.
**Kontrol amagh kullanilacak 18S primerleri

RT-PZR protokoll tablo 2.7 ‘de verilmektedir. Reaksiyon ortami bu tabloya gore
hazirlandiktan sonra PZR tupleri Techne TC 512 termal dongu cihazina yerlestiriimis
ve uygun dongu sartlari kullanilarak PZR amplifikasyonu gergeklestirilmigtir. Tim
genler icin PCR dongusl asagidaki gibidir:

On Denatiirasyon

1 déngu: 94 °C 5dakika.
PCR Dongiisu
32-35 dongu: 94 °C 45 saniye (Denatlrasyon)
53,3-61 °C 1 dakika (Yapisma) (Tablo 2.6)
72 °C 1 dakika (Uzama)

Final Uzama
1 dongu: 72 °C 5 dakika

PCR Grinunun 5 pl'si % 1,5’luk agaroz jelde yurataldu ve UV 1s1g1 altinda EtBr
boyamayla bantlar gézlemlendi. Bantlarin densitometrik analizi Scion Image Analyzer
yazilimi ile belirlendi. Her band’in densitometrik analizi house-keeping gen olan
18S’in densitometrik analizi ile karsilastirilarak CYP450 izozimlerinin mRNA
seviyelerinin akrilamid sonucu nasil degistigi belirlendi.
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Tablo 2.7.

RT-PZR Proseduru

Bilesenler Hacim (pl)
10X reaksiyon tamponu 2(ul)
MgCl; (25mM) 3(ul)
lleri Primer (F) (10uM) 1(ul)
Geri Primer (R) (10uM) 1(ul)
dNTP (10mM) 0.5(ul)
Taq polimeraz (2.5U/(pl) 0.5 (uI)
Ultra Saf Su 12(ul)
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3. BULGULAR

Farkh Konsantrasyonlarda Akrilamidin Sitotoksik etkisi

Sitotoksisite testi icin degisik konsantrasyonda akrilamid suda c¢ozinerek 0,2
mikronluk filtrelerden gegcirildi ve daha once 96’lik plakaya (1x103/kuyucuk) ekilen
HepG2 hucre dizisi Uzerine 48 saat suresince maruz birakildi. 48 saatin sonunda 96
kuyulu plakadaki hiucreler Gzerine kristal violet ¢ozeltisi eklenerek hucrelerin yagam
oranlari ELISA okuyucu kullanilarak olguldu. Hi¢ akrilamid ile muamele etmedigimiz
kontrol grubu ile akrilamid ile muamele ettigimiz grubu karsilastirdigimizda degisik
dozlardaki akrilamidin hucre canliigina etkisi belirlendi (Sekil 3.1). Sekil 3.1'de
goruldugu gibi yuksek doz Akrilamid ile muamele edilen gruplarda hucre canhhgi
dusuk doz Akrilamid gruplarindaki hucrelerin canlilik oranlarina gore daha dusuk
bulundu. Buna gore 5-50 mM arasi konsantrasyonlardaki akrilamid hucrelerin
%50’sinden fazlasinin 6lume yol agmistir. Bu sitotoksisite sonuglarina gére bundan
sonra 1.25 mM, 2.5 mM ve 5 mM akrilamid kullaniimaya karar verildi. Fakat 5 mM
akrilamid konsantrasyonuda hucrelerden RNA ve protein elde edilemediginden
Akrilamidin CYP450 izozimlerine olan etkisinin belirlenmesi i¢in 1.25 mM ve 2.5 mM
akrilamid kullaniimaya karar verildi.
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Akrilamid Konsantrasyonu

Sekil 3.1. Degisik konsantrasyonlardaki akrilamidin hicre canliligina etkisi. Veriler Gg
tekrarin ortalama degerleridir; Kontrol degeri 100% alinmistir.*p<0.05 kontrol
degerinden fakili)
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Akrilamidin CYP450 Enzim Aktivitelerine Etkileri

HepG2 hicrelerinde 1.25 mM ve 2.5 mM akrilamid konsantrasyonunda
CYP1A’ya bagl etoksirezorufin O-deetilaz (EROD) ve metoksirezorufin O-demetilaz
(MROD), CYP2E1’e bagh anilin 4-hidroksilaz (ANH) ve CYP3A4 bagli Eritromisin N-
demetilaz (END) aktiviteleri olgtldl. Tuim sonuglar tablo 3.1’de verilmektedir. Buna
goére CYP1A’'ya bagh EROD aktivitesi 1.25 mM ve 2.5 mM akrilamid uygulamasi
sonucunda sirasiyla 7.4 ve 4.4 kat artti (p<0.05). Benzer sekilde CYP1A2'ye bagli
MROD aktivitesi her iki konsantrasyonda sirasiyla 3.5 ve 2.5-kat artti (p<0.05).
Benzer sekilde CYP2E1’bagli aniline 4-hidroksilaz aktivitesi 1.25 mM ve 2.5 mM
akrilamid uygulanmasi sonucunda sirasiyla 1.8-ve 2.75 kat atti (p<0.05). Diger
taraftan, eritromisin N-demetilaz aktivitesinde her iki dozda da anlaml bir degisim
bulunamadi (Tablo 3.1).

Tablo 3.1. ki degisik konsantrasyonda akrilamid’in CYP1A1-1A2, CYP2E1 ve
CYP3A4 bagli enzim aktivitelerine olan etkisi

Aktivite Kontrol Degigim 1.25 mM Degigim 2.5mM Degigim
Akrilamid Akrilamid
EROD
0,28 £ 0,03 - 2,08 +£0,1* 74 X1 1,24 £ 0,01* 44 X1

pmol/min/mg prot

MROD
14,02 £ 0,09 -- 48,5 + 4,2* 3.5X1 34,3 +1.0* 25X1
pmol/min/mg prot
ANH
0,12 £ 0,01 -- 0,21 £0,005* | 1.8 X1 0,34 +£0,01* | 28 X1
nmol/min/mg prot
END
0,15+ 0,015 -- 0,1+0,015 33% | 0,13+ 0,01 13% |

nmol/min/mg prot

Veriler 3 tekrarin ortalama + SS degerleridir.
* Kontrol de@erlerinden istatistiksel olarak farkli, p<0.05
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CYP450 izozimlerinin Protein Ekspresyon Diizeyinin Tayini

Akrilamid ile inkube edilen hucreler ikiye bolinerek ayni zamanda ve ayni 6rneklerde
protein ve  mRNA ekspresyon duzeyleri de tayin edilmesi saglandi. Akrilamidin
CYP1A2 protein seviyesine olan etkisi Sekil 3.2’de verilmektedir. Protein bantlarinin
densitometrik analizi sonucunda CYP1A2 protein seviyesinin akrilamid uygulanmasi
sonucunda yaklasik 3.8-kat arttigi bulunmustur.

Kontrol

(sigan mikrozom) Kontrol 2.5mM AA

Akrilamid'in CYP1A2 protein seviyesine etkisi
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Kontrol 2.5 mM Akrilamid

Sekil 3.2. HepG2 hiucrelerinde CYP1A2 ekspresyon duzeyi. Veriler U¢ kez
tekrarlanan densitometrik analizin ortalama degerleridir; Kontrol degeri 100%
alinmigtir.

* Kontrol de@erlerinden istatistiksel olarak farkli, p<0.05.
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Benzer sekilde degisik konsantrasyonda akrilamid’in CYP2E1 protein seviyesi
Uzerine olan etkisi Western Blot analizi ile belirlendi (Sekil 3.3). Protein bantlarinin
densitometrik analiz sonuglarina gore 1.25 mM akrilamid ve 2.5 mM akrilamid
CYP2E1 protein seviyesinde sirasiyla yaklasik 2.4- ve 3.2 kat artisa sebep oldu
(p<0.05).

kontrol 1.25mM AA 2.9mM AA
Akrilamid'in CYP2E1 protein seviyesine etkisi
400 -
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Kontrol 1.25 mM 2.5 mM
Akrilamid Akrilamid

Sekil 3.3. HepG2 hiucrelerinde CYP2E1 ekspresyon duzeyi. Veriler U¢ kez
tekrarlanan densitometrik analizin ortalama degerleridir; Kontrol degeri 100%
alinmigtir.

* Kontrol de@erlerinden istatistiksel olarak farkli, p<0.05.
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CYP1A2 ve CYP2E?in aksine CYP3A4 protein seviyesinde akrilamidin her iki
dozunda da anlaml bir degisim bulunmamistir (Sekil 3.4).

Akrilamid'in CYP3A4 protein seviyesine etkisi
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Kontrol 1.25 mM 2.5 mM
Akrilamid Akrilamid

Sekil 3.4. HepG2 hicrelerinde CYP3A4 ekspresyon dizeyi. Veriler ¢ kez
tekrarlanan densitometrik analizin ortalama degerleridir; Kontrol degeri 100%
alinmigtir.
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CYP450 izozimlerinin mRNA Ekspresyon Diizey Tayini

Akrilamid’in  sitotoksik  etkisi saptandiktan sonra, 125 ve 25 mM
konsantrasyonlarinda akrilamid petrilere ekilmis olan hucreler Uzerine (1x106) steril
olarak eklendi ve 24 saat sonra besi ortami uzaklastirildi. Kontrol olarak akrilamid ile
muamele edilmemis hucreler kullanildi. Toplanan hucrelerden trizol solusyonu
hazirlanarak total RNA izole edildi Elde edilen RNA kalitesi agaroz jel
elektroforezinde gorualdtugu gibi iyi bulundu (sekil 3.5).

1kb ladder i kontrol 1,25mM
. AA

.‘——_

28S

1500bp — .

1000bp ' 185
L e —

58

Sekil 3.5. izole edilen RNA’larin 1%’llik agaroz jel elektroforezi. Hat 1: GeneRulerTM
1kb bp DNA Marker; Hat 2:Kontrol HEPG2; Hat 3: 1.25 mM akrilamid; Hat 4: 2.5 mM
akrilamid.

Izole edilen RNA’larin konsantrasyonu 6lgildi ve belirli miktar alinarak akrilamidin
CYP450 mRNA seviyelerine olan etkilerine RT-PZR ile bakilmaya baglandi. Bu
amacla ilk 6nce CYP1A1 calisiimaya baslandi. RT-PZR isleminde CYP1A1 igin
kullanilacak yapisma sicakligi ve dongu sayisi optimize edildikten sonra akrilamidin
CYP1A1 mRNA seviyesine olan etkilerine 35 déngii ve 58.4 °C yapisma sicaklig
kullanilarak bakildi. Buna gore 1.25 ve 2.5 mM akrilamid CYP1A1 mRNA seviyesinin
sirasiyla 1.5 ve 1.45- kez artmasina neden oldu. (Sekil 3.6 ve Sekil 3.7).
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Sekil 3.6. Akrilamidin insan Karaciger Hiicre hattinda CYP1A1 mRNA seviyesine
olan etkisi. Internal kontrol olarak 18S rRNA geni kullanildi. PZR drunleri (10 pl) %1
agaroz jel elektroforezine tabi tutularak goruntulendi.CYP1A1 ve 18S (rln
bantlarinin densitometrik analizi yapiimistir.
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Kontrol 1.25 mM 2.5 mM
Akrilamid Akrilamid

Sekil 3.7. Akrilamidin insan Karaciger Hiicre hattinda CYP1A1 mRNA seviyesine
olan etkisi. PZR bantlarinin yogunluklari Scion Image Software kullanilarak
densitometrik analiz ile belirlendi ve 18S ile normalize edildi. *: Kontrol grubundan
farkh (p<0.005).
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Benzer sekilde CYP1A2 mRNA seviyesinin akrilamid sonucu nasil etkilendigi
calismada belirlendi. RT-PZR isleminde CYP1A1 icin kullanilacak yapisma sicakligi
ve dongu sayisi optimize edildikten sonra akrilamidin CYP1A2 mRNA seviyesine
olan etkilerine 35 dongu ve 53.3 °c yapigsma sicakhgi kullanilarak bakildi. Buna gore
1.25 mM akrilamid, CYP1A2 mRNA seviyesinde herhangi bir degisiklige yol agmaz
iken 2.5 mM akrilamid istatistiksel olarak anlamli 1.47- kat artmasina neden oldu.
(Sekil 3.8 ve Sekil 3.9).

500bp
1,25mM 2,5mM
Kontrol AA AA 1,25mM 2,5mM
300bp B . - A

Sekil 3.8. Akrilamidin insan Karaciger Hiicre hattinda CYP1A2 mRNA seviyesine
olan etkisi. Internal kontrol olarak 18S rRNA geni kullanildi. PZR drunleri (10 pl) %1
agaroz jel elektroforezine tabi tutularak goéruntulendi. CYP1A2 ve 18S Urln
bantlarinin densitometrik analizi yapiimistir.
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Akrilamid Akrilamid

Sekil 3.9. Akrilamidin insan Karaciger Hicre hattinda CYP1A2 mRNA seviyesine
olan etkisi. PZR bantlarinin yogunluklari Scion Image Software kullanilarak
densitometrik analiz ile belirlendi ve 18S ile normalize edildi.

*: Kontrol grubundan farkli (p<0.001).

Tdm bunlarin yani sira CYP2E1 mRNA seviyesinin belirlenmesi i¢in uygun
kosullarin optimizasyonu yapilmistir. Bu izoformun mRNA seviyesinin akrilamid
uygulamasi sonucu nasil degistiginin belirlenmesi i¢in 32 dénglu ve 61 °c yapisma
sicakhgdi kullanildi. Akrilamid uygulanmasi sonucunda CYP2E1 mRNA seviyesi
konsantrasyona bagimh bir sekilde artti. 1.25mM akrilamid CYP2E1 mRNA
seviyesini 1.35-kat arttirirken 2.5mM akrilamid uygulamasi 1.85-kat arttirmistir (Sekil
3.10 ve 3.11).
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Kontrol 1,25mM  2,5mM
AA AA

e mE ———
Kontrol

500bp
300bp

125mM  25mM
AA AA

185

Sekil 3.10. Akrilamidin Iinsan Karaciger Hiicre hattinda CYP2E1 mRNA seviyesine
olan etkisi. Internal kontrol olarak 18S rRNA geni kullanildi. PZR drunleri (10 pl) %1
agaroz jel elektroforezine tabi tutularak goérintilendi.CYP2E1 ve 18S (rln
bantlarinin densitometrik analizi yapiimigtir.
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Kontrol 1.25 mM 2.5 mM
Akrilamid Akrilamid

Sekil 3.11. Akrilamidin insan Karaciger Hiicre hattinda CYP1A2 mRNA seviyesine
olan etkisi. PZR bantlarinin yogunluklari Scion Image Software kullanilarak
densitometrik analiz ile belirlendi ve 18S ile normalize edildi.

*: Kontrol grubundan farkli (p<0.001).
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Akrilamid’in  CYP3A4 mRNA seviyesinin belirlenmesi icin uygun kosullarin
optimizasyonu yapilmistir. CYP3A4 bantlari 54,7 °c yapisma sicakhgr ve 35 dongu
kullanilarak elde edilmigtir. Akrilamid uygulanmasi sonucunda CYP3A4 mRNA
seviyesi konsantrasyona bagimli bir sekilde 1.25mM akrilamid konsantrasyonun da
1.68-kat azalirken, 2.5mM akrilamid uygulamasinda 2.45-kat azalmistir (Sekil 3.12
ve 3.13).

Kentrel 1,25mM 2,5mM oot 125mM 2,5mM
AA AA AA AA
200bp

3A4 185

Sekil 3.12. Akrilamidin Iinsan Karaciger Hiicre hattinda CYP3A4 mRNA seviyesine
olan etkisi. Internal kontrol olarak 18S rRNA geni kullanildi. PZR drtnleri (10 pl) %1
agaroz jel elektroforezine tabi tutularak goérintllendi. CYP3A4 ve 18S (rln
bantlarinin densitometrik analizi yapiimigtir.
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Sekil 3.13. Akrilamidin insan Karaciger Hiicre hattinda CYP3A4 mRNA seviyesine
olan etkisi. PZR bantlarinin yogunluklari Scion Image Software kullanilarak

densitometrik analiz ile belirlendi ve 18S ile normalize edildi.
*: Kontrol grubundan farkli (p<0.005).
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4. TARTISMA

Erken teshis ve tedavideki yeni gelismelere ragmen, kanser hala olum nedeni
olarak ilk siralardaki yerini son 20 yildan beri korumaktadir. Bu yuzden hastalgi
onlemek igin kanser olusumunda buyuk pay sahibi olan sigara, alkol ve diyet gibi
faktorler son yillarda daha sik gbz 6nunde bulundurulmaya baslanmigtir. Akrilamid
insanlarin hem sigara ile hem de diyetle maruz kaldiklari, son yillarda 6nemi ¢ok
artan bir kimyasaldir. Norotoksik ve reproduktif toksik oOzellikleri bilinen akrilamid
Uluslararasi Kanser Arastirmalari Kurumu (International Agency for Research on
Cancer) tarafindan 1994 yilinda hazirlanan bir raporla “insanlar igin potansiyel
kanserojen madde’ler sinifina dahil edilmis bir kimyasaldir (IARC, 1994). Bu
karsinojenik etkiyi goOsterebilmesi icin akrilamidin karaciger ve ekstrahepatik
dokularda bulunan sitokrom P450 enzimlerinin (sitokrom P450’ye bagiml ilaglari
metabolize eden enzimler ya da sitokrom P450’ye bagimli monooksijenazlar olarak
da bilinirler) bir izozimi olan P4502E1 tarafindan metabolize edilmesi gerekmektedir.
Ancak, akrilamidin CYP2E1 enzimi ve diger P450 izozimleri Gzerine olan etkilerini
arastiran galismalar sinirli sayidadir.

CYP2E1 bagl anilin 4-hidroksilaz aktivitesi, immunoblot ve mRNA analiz sonuglari
bu enzimin akrilamid uygulanmasi sonucunda insan karaciger kanser hucrelerinde
(HepG2) arttigini acikga gostermektedir. Benzer sonuglar siganlarla yapilan in vivo
calismada da elde edilmigtir. (Barber ve ark., 2001). P4502E1 birgcok dusuk
molekuler agirlikl toksik kimyasalin metabolizmasinda rol aldigindan son yillarda ¢ok
onem kazanmis bir sitokrom P450 izoformudur. Bu izoformun benzen, karbon
tetraklorlr, ve nitrozaminler gibi birgok ksenobiyotigin elektrofilik, mutajenik ve timor
olusumuna neden olan metabolitlere donustlrdigu bilinmektedir. (Yoo ve ark., 1988;
Guengerich ve ark., 1991; Mehlman, 1991; Nakajima ve ark., 1992; Yamazaki ve
ark.,1992). Akrilamid’in maruziyet sonucunda CYP2E1’i artirmasi bu kimyasalin
kendi metabolik aktivasyonunun yani sira benzen, nitrozaminler, p-nitrofenol, piridin
vb. toksik kimyasallarinda metabolik aktivasyonunu artirabilir. Bunun sonucunda
akrilamide maruz kalmig kisilerde CYP2E1 tarafindan metabolize edilen bu
kimyasalardan kaynakli kanser olugsma ve hepatotoksisite riski artabilir.
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Batln P450 izoformlarinin icinde CYP1A (CYP1A1 ve CY1A2) karsinojenlerin,
mutajenlerin ve ¢evresel kirleticilerin metabolizmasinda rol oynadigindan oncelikli bir
yer tutar. Bu iki Uye potansiyel mutajenik olan benzo(a)piren, sigara dumaninda ve
mangalda pigirilmis yiyeceklerde bulunan aromatik ve heterosiklik aminler ve
poliaromatik hidrokarbonlarin metabolik aktivasyonunda rol oynarlar. (Adamson ve
ark., 1996; Hummerich ve ark., 2004; Kim ve Guengerich, 2005; Ma ve Lu, 2007).
CYP1A’ya bagh MROD ve EROD aktiviteleri ile bu izozimlerin protein ve mRNA
seviyeleri iki degisik konsantrasyonda akrilamid uygulanmasi sonucunda HepG2
hicre hattinda artmistir. Bu galisma akrilamid’in CYP1A1 ve CYP1A2 izozimlerini
etkiledigini gosteren ilk caligmadir. Bu izozimlerin akrilamid ile induklenmesi
sonucunda bircogu karsinojenik, mutajenik olan benzo(a)piren, aromatik ve
heterosiklik aminler ve poliaromatik hidrokarbonlarin metabolik aktivasyonunu
arttirarak reaktif ara dranlerin olusumunu arttirabilir. Bunun sonucunda akrilamide
maruz kalan insanlarin karacigerinde organlarda toksisite, mutajenez ve kanser riski
artabilir.

CYP2E1, CYP1A1 ve CYP1A2 izozimlerinin yani sira, akrilamidin CYP3A4’e
bagli eritromisin N-demetilaz ve CYP3A4 protein ve mRNA seviyelerine olan etkisi
HepG2 hicre hattinda belirlenmistir. Bu ¢alisma, akrilamidin CYP3A4’e olan etkisinin
belirlendigi literatirdeki ilk g¢aligmadir. Karacigerde ve ince bagirsakta en fazla
bulunan izozim oldugundan ve ¢ok cesitli ksenobiyotiklerin metabolizmasinda rol
aldigindan dolayi, CYP3A4 onemli bir P450 izoformudur. Bu protein, antibiyotikler,
yatistiricilar, kalsiyum kanal blokorleri, HMG KoA reduktaz inhibitorleri AIDS ilaglari
ve analjezikler gibi piyasadaki ilaglarin %50’sinden fazlasini metabolize eder. (Martin
ve Krum, 2003; Arayne ve ark., 2005; van Herwaarden ve ark., 2005; Sica, 2006;
Sugimoto ve ark., 2006; de Wildt ve ark., 2007; Klotz, 2007). Bu yuzden, akrilamid
uygulamasi sonucunda CYP3A4’Un degismesi ilag metabolizmasinda bozukluklara
ve klinik ilag toksisitesine neden olabilir.
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5. SONUG

Sonu¢ olarak yapilan c¢alismada akrilamidin ilaglar ve karsinojenler gibi birgok
ksenobiyotigin metabolizmasinda rol alan P450 izozimlerinden CYP1A1, CYP1A2,
CYP2E1 ve CYP3A4’e olan etkisi belirlenmigtir. Akrilamidin CYP2E1, CYP1A1,
CYP1A2 ve CYP3A4 izozimlerine olan etkileri ilk kez rapor edilmistir ve bu kimyasal
CYP2E1 ve CYP1A’larin induksiyonuna sebep olurken CYP3A4’U inhibe etmistir.
Akrilamidin ilaglar ve diger ksenobiyotikleri metabolize eden enzimler Uzerine etkisi
g6z 6nunde bulunduruldugunda bu maddeye olan maruziyetin azaltiimasi 6nem arz
etmektedir. Bu sayede akrilamidin insanlarda sebep olabilecegdi organ toksisitesi,
mutajenite ve karsinojenite engellenebilinir.
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